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III．　The　Effect　of　Pyrophosphate　and　Salyrgan　upon　the　lnfluence　of
　　ATP　on　AM－gel　（Superprecipitation）　and　AM－ATPase　Activity
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　　The　author　investigated　the　relation　between　the　degree　of　inhibition　of　AM－ATPase　activity　and
the　sirnultaneously　oeeurring　superpreeipitation　with　pyrophosphate　or　salyrgan．
　　Experiments　were　made　a七10w　KCI　concentrations　and　pH　7．0．
　　Results　obtained　are　as　follows　：
　　1）Relation　between七he　degree　of　inhibition　of　AM－ATPase　activity　and　the　inhibition　of　super－
preeipitation　is　almost　paralleL
　　2）　lt　is　emphasized　that　AM－ATPase　activity　is　essential　for　the　oecurring　of　superpreeipitation．
　著者は前：報［）において，諸種塩類によるAMの溶解性を
検討し，それ等塩濃度の増加によって，AMが沈澱，溶解，
沈澱及び再溶解なる二段沈澱現象を呈することを認めた。
その中，特にpyrophospha七e（以下pyro）によって，かか
る現象の認められるところがら，さらにATPによる同様
な笑1験を行ない，ATPによっても二段沈澱を生ずること
を認めた診　またこのATPによる二段沈澱の巾，一方の
沈澱部位に一致して，superprecipitation（以下superppt）
の生ずることを認め，さらにこの部位は，AM－ATPase活
性の最も高い部位と完全に一致していることを認めた。こ
の皐実より著者は，superpptの生起に対し，沈澱現象の
みならずAM－ATPase活性との関連が』匠：要であることを
指摘した。
　そこで，著者はsuperpptとATPase活性との関連性に
ついて，ATPase阻害剤であるpyro及びsalyrganを用
いて，低塩濃度下，ATPase活性を阻害し，同時に生ずる
superpptを観察して，この面より両町の関係について詳
細に検討を加えた。
A．実験材料
実験方法
　1）myosin－B：抽出方法は前報1）に同じ。
　2）ATP溶液：作製方法及び使用法は前報2）に同じ。
謡犠液：｝前鞍・吼
　5）　pyrophosphate－Na：　10－iM，　10LYM，　10－3M，　10－4
皿溶液として0℃に保存した。
　6）　salyrgan：　5×10－L’M，　10－L’M，　10－3M，　10－4　M，
10－SM溶液として保存した。
B。実験方法
　1．反応混液及び実験操作
　　a）myosin－B　：終濃度1．0～1．2　mg／ccに；なるように
加える。
　　b）bu住er溶液：0．5cc用うる。
　　c）KCI溶液；終濃度0．12　Mにするに必要な量を加
える。
　　d）pyrophosphate溶液：終濃度10－5，M～5x10』2
］M［にな：るように加える。
　　e＞salyrgan溶液：終濃度10－6M～5×10－2Mに．な
るように功口える。
　　f＞ATP溶液：終濃度5×10－4Mになるように加え
る（2×10－3M（o．1％）ATPを。．5cc／2cc）。
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　　g）再蒸溜水：反応混液を全量2ceならしめるに必
要な量を加える。
　実験は試験管IC　b＞～e），9）の順に加え，最後にmyosin－B
を加えて18～20℃（室温或は温溶）｝t　3分preincubateの
後，ATPを加えて反応を開始する。
　2．superPP七の判定法
　餐倉～）の方法に従い判定した。即ち反応開始6分後の状
態について行ない，その時のclear，　aggregation，　synere－
sisの各状態に対して，一，士，十～IHI・の．段階にわけ判定
した。
　3．　ATPase？則定方法
　反応開始一定時間後，5％CCI　3　COOHを2cc加え反応
を止め，濾過し，濾液2ccについてその含有する遊離Pを
Fiske＆Subbarow法により：呈色せしめ，島津分光光度計
で波長700mμにおいて比色定量した。
実験成績
1）ATPase活性に対するpyro及びsalyrganの影響
Fig．1aに示す如く，　myosin・BによるATP分解に対し
て，pyro及びsalyrganは阻害的に作用する。　salyrgan
による阻害はpyroのそれよりも遙かに強い。
　なお注意しておくが，本実験条件においては，ATPの
完全分解量は31γPに．相当する。しかし，Fig．1aにおい
て見られる如く，A．TP分解は完全分解量のほぼ半分のP
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［K］：　O．　12　M；　pH　7．0；　Temperature：　18　e一　200C
Protein　eoneentration：1．2　mg／cc；　ATP：5×10一‘M
eNO：　con’brorol；　×一×：　一1－pyro　5×10－3M
O一一tO：＋Salyrgan　5×10一：IM
Fig．　la．　Effeet　of　pyrophosphate　or　salyrgan　on
　　　　hydrolysis　of　ATP　by　AM－ATPase．
o
Fig．　lb．
　　on　hydrolysis　of　ATP　by　AM－AT？ase．
　　り　　ti　　　19　　　15　　　20　Time画n．）
Condi七ion　same　as　in　Fjg．1a
●一●　：　controI
x一一×：十pyro　5×10－5M
O一〇：十salyrgan　5×10－3M
Effect　of　pyrophosphate　or　salyrgan
量でsa加rateに近い状態にある。この現象は，本実験に
おいてはsuperpptを生じ，　plugを形成し，さらに時開が
経つにつれてplugが反応液表面に浮遊するため，　ATPと
AMは一定時間後反応することが出来なくなり，その状態
のまま片聞を経過するためと考えられる。この現象はFig．
1bに示す如く，絶えず振温することによって除かれる。
かような点より，本実験におけるATPase活性の成績はす
べて振暫して行なったもでのあり，superpp七は振温操作
を除いた以外は同一条件でこれと平行して観察した。
2）ATPase活性並びにsuperpptに対するpyroの影響
pyroによるATPase活性の阻害については，　Fig．2に，
superpptに対する抑制は，　pho七〇．1，　taule　1に示す如き
成績を得た。即ち，
　①pyro濃度7．5×10－4MよりATPase活1生は阻害さ
れ始め，2×10一2Mに至ってほぼ完全に阻害される。
　②　superpptはpyro濃度10－3Mより抑制を受け，　pyro
濃度10『2Mにおいてはaggregationの状態に，　pyro濃
度2x10－2腋以上においてはclearの状態にとどまる。ま
たpyroはsuperpp七の各段階のうち，特にelear　phase
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を延長し，それはpyro濃度増加にともなって著明になる。
　③　superpptの抑制はATPase活性の阻害が強くなる
1．0
O，or
o
10一一1 　10－2
10g，　［pYro］
lo－aM
　　　　　　　Condition　same　as　in　Fig．　la
Time：6！；一：Clear；　±：Aggrega七ion；　＋～冊：
Syneresis
Relation　between　the　inihibi七ion　grade正l　and　the
coneentration　of　pyrophosphate　is　represented　as；
　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一　（1）！　　　　H＝　　　　　　　・＋（qa［1］）7Z
gg：　Constant；　［1］：　Concentration　of　pyrophosphate
n：2
The　line　is　a　七heoretical　curve　according　to　equa－
tion　〈1）’．
Dotes　are　experimental　values　which　are　represen七ed
as；
　　　　　　　　　Vp　　　　　　　　　　　　　．．．，．．．．．．”．H．，．．．．．．．．．．．．，．．，．”　（2）X石「＝・ 1－
V：　P（r）　of　contr’ol；　Vp：P（r）　in　the　present　of
　　pyrophosphate
　　　　Fig．　2．　lnhibition　of　AM－ATPase　aetivity
　　　　　　　　　　　by　pyrophosphate．
につれて著明となり，ATPase活性の完全阻害においては，
synereSisは認められずclearの状態にとどまる。　synere－
sisはATPase活性の大体30％阻害まで認められる。
3）ATPase活性並びにsuperpp七に対するsalyrganの
影響
　salyrganによるATPase活性の阻害については，　Fig．3
に，superpptの抑制についてはphoto．　II，　photo．　IIIに
示してある。即ち，
　①　5×10－GMsalyrganによりATPase活性は阻害さ
れ始め，5×1　O－4M　？c至って完全に阻害される。
　②salyrganによるsuperpptの抑制はsalyrgan濃度
lO『o’　Mより起り，7。5×10－J”MLI上ではsyneresisは全く
認められない。またsalyrganはpyroと異なりsuperppt
の抑制に対して，clear　phaseを延長することはなく，一
般にsyneresisを弱める。
　③いまだsynereSis或はaggregationを生じ得る低
salyrgan濃度においては，対象即ち．，　salyrganなき’場合
とほぼ同様のclear　phase（1～2秒）を認める。しかし，
salyrgan濃度とclear　phaseの間にはpyroの場合の如
き’関係は認められない。即ち，．高salyrgan濃度IO『tl．M
以上ではATP添加によりcl av　phaseは認められない。
　LYyrol
　　O　　　IO－5　5x10－5　10－4　5xユ0－4　　ユ0－8．　5×10－3　　10－2　5x10－2M
　［K］：　O．12M
　pH：　7．O
　Temperature：　18．“20’O
　Protein　cQneentration：　1．2　mg／cc
　ATP：　5×10一一M
　　　　（15　minutes　after　reaction）
Photo．　1．　Eff’eet　of　pyrophosphate　on
　　　　　　superprecipitation．
Table　1．Effect　of　P？yrophospha・te　on　Clear　Phase
［pyrQ］
Tirne　required　up
to　the　aggregation
Time　required　up
七〇the　syneresis
Grade　of　syneresis
o
1！ノ～5”
’tll・1
10－5M
1！～10ノ！
冊
5×10－5M
5X！　．v　13tl
・田十
10－4M
15Xi，v27U
料十
5×10一“M
0’／N47U
刑十
10－3M
1ノ～1／40”
1十
5×10－3M
4ノ～7ノ
十～士
10－L’　M
、［K］：0．12　M，pH：7．0，　Temperaもure：12～13℃；Protein　concen七ratjon：1．2　mg／cc，
ATP：　5×10一‘“M　3　experiments）
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（H）
1，0
O．5
一±
一±
　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　触．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　塁　　　榊
　　　　　　　唱10－b　　　10－4　　　10－5　　　10－6M
　　　　　　　　　　　　　l〔磨．「sa］yrffatil
　　　　　　　　Cohdition　same　as　i血Fig．2．
．Re正ation　between　the　inbibition　grade　H　and　the
concentration　of　salyrgan　is　represented　as；
　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　…・…・…………・………（1）丑＝　　　　　　　　・・（qq．［1］）π
qg：Constant；　［■］；〔”）oncentration．　of　Salyrgan；　n；ユ
The　line　is　a　theoretical　curve　according　to　equa－
tion　（1）●
Dotes　are　experimen七al　values　which　are　represented
as∫
　　　　π一1」生＿．＿．．．．＿＿＿＿＿＿．＿．（2）
V：P（γ）of　control；　Vs＝P（γ）in　the　preSent　of
salyrgan
　　　　　　Fig．3．　Inhibition　of　AM．・ATPase
　　　　　　　　　　activity　by　salyrgan，
［Salyrgan］
　　O　10－5　5xlO－S　10－4　5xlO－4　10一一S　5xlO－S　10－2　5xlO－2“1
　　　　　　Condition　same　as　in　Pho七〇．1．
As七he　plate　was　photographed　15　minutes　after
reaction　the　aggregation　phenomenon　mentioned
in　the　text　is　paratially　seen．
　　　　　Photo．　IL　Effect　of　salyrgan　bn
・　superpreeapitation．
　④superpptのsalyrganによる抑制はATPase活性
の阻害が強くなると共に；syneresisの減弱，　aggregation，
clearの状態にとどまる。　syneresisはATPase活性．の
10％阻害まで認められる。
〈1｝ 〈2） （3） （4）
????????????（?（?（
Condition　．same　as　in　Photo．　1．
Photo．　III．
Salyrgan　（10一：M）　（一一一），　AT？　（一）
Salyrgan（　，，　）（十），　ATP　（一）
Salyrgan（　”　）（＋），　ATP　（一1一）
Salyrgan（　”　）（一），　ATP　（H一）
　（1hour　after　reac七ion）
　　　 　　Effect　of　salyrgan　on
　　Superprec1Plta七10血．
　⑤photo．　IIIに．示す如く．，高salyrgan濃度（10－2M）
において，ATP添加により一見，　aggregationと類似せ
る現象を証した。この現象は爽の如き’特徴を有する。
　　i）一般のaggregationと異なりclear　phaseは認め
られない。
　　ii＞この現象の出現には，　ATP添加．後，常に15分～1
時間．の長時聞を要する。
　iii）ATPase活性はほとんど認められない。
　iv）ATP添加の代りにpyroの添加によっては起らない。
　　v）ATP添加前のsalyrgan．作用時間セこは関．係なく．生
ずる。即ち，．salyrganと同時にATPを加えても，：また
salyrgan添加後15分を経てA．TPを加えても同様に一定
時聞後に生ずる。
　以上pyroとsalyrganによるATPase活性の阻害と
superpptの抑制についてまとめると弐のよ．うになる。
　①ATPase活性の阻害とsuperpptの抑制はpyro．濃
度及びsalyrgan濃度増加とともに増強され，両者はクまぼ
同様の傾向を有する。
　②　ATPase活性の阻害及びsuperpptの抑制はpyro
よりsalyrganの方が強い。
　③．s p rPPtの抑制とATPase活性の阻警との関係は，
pyroはATPase活性の約30％阻害におV・て，　syneresis
は抑制さ．れ，salyrganはATPase活ll生の約10％阻害にお
いて既にsyneresisは抑制される。従って，　superpptの
抑制に対するATPase活性の阻害の影響は，　salyrganに
比しpyroの場合の方が大である。
考 按
上記の実験成績にもとづき’，AM－ATPa＄e活性と
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superpptとの関連性について考察を試みる。
　Fig．2，　Fig．3に明らかなる如く，　AM－ATPase活性の
阻害とsuperpp七の抑制との間にはほぼ平行の関係が認め
られる。即ちpyroとsalyrganはともに，　ATPase活1「生
の阻害が強くなるにつれ，superpptの抑制も強くなり，
ATPase活性の完全阻害において全くsyneresisは認めら
れず，clearの段階にとどまっている。
　従来，AM’ATPase活性とsuperpptとの関連性に対し
ては，多くの人々によって報告されているが，superpptに
対する定量的測定の不確実性のため，しばしば磁密性を欠
くことがあり，この点は考慮せねばならない。著者は画
報2）において，Weber4）湯田坂5）及び著者の成績に基づ
き’，ATP濃度とKCI濃度関係について，　ATPase活性と
superpptとの密接な対応を認めた。先に，湯田坂5）は，
superpptとATPase活性とは，　ionの影響において密接
な平行性を有することを述べ，さらに温度に関しても低温
側において両者の平行を認めている。また菱倉｝）は，oxa－
rsanの影響において両者の間にほぼ平行関係にあること
を指摘している。前述せる如く，著者の成績は，かような
先人の認めたATPase活性とsuperpptの密接な平行関係
と全く合致している。
　さらに，このことは，前報2）において指摘せる如く，SU－
perpptは単に等電沈澱が強められたに過ぎないと述べて
いるWeber7），　Szent－GyOrgyiS）の見解は不完全なもので
あり，その生起に関しては，ATPase活性の存在が必須条
件となっていることが一層明らかになった。また著者の成
績も，変倉3），湯田坂5）等の成績とともに．，superpptが筋
収縮モデルたり得るものならば，ATPase活性のと収縮の
平行性を示徹するものであり，永井。）・10）のpreenergiza－
tionの説に一つの裏付けを与えたといえよう。
　然し乍ら，superpptの抑制特にsyneresisにのみつい
．て注目し，ATPase活性の阻害との関・係をpyroによる場
合とsalyrganによる場合を詳細に比較検討すると，上述
の考察の厳密さに対し，幾分の疑義が生ずる。即ち，実験
成績において述べた如く，pyroよるsyneresisの完全抑
制は，そのATPase活性が30％以上阻害された場合に生
じ，salyrganによるsyneresisの完全抑制は，そのATP－
ase活性が10％以上阻害された場合に認められる。この
ことは，pyroによるsyneresisの抑制はATPase活性の
阻害によるところが比較的大であると考えられるが，saly－
rganによるsyneresisの抑制に対してはATPase活性の
阻害による影響はpyroに比して少ないと考えられ，殊に
salyrganは，その詳細は明らかでないが，　superpptの抑
制に対し，ATPase活性の阻害以外に，　superppt生起の他
の機転に対し何等かの影響を与えるものと考えられる。換
言すれば，ATPase活性の阻害による以外になおsyneresis
を抑制するfactorの存在することが示唆され，膨密な意
昧において，A．TP分解とsuperpptの強度との平行関係は
絶対的なものではないといい得る。この事実は，ATP分解
が促進される一・方，superpptは抑制されるという湯田坂6）
の高温度におけるATPase活性とsuperpp七の関係及び麦
倉3）によりMg’トはAM－ATPase活性を著明に促進するに
も拘わらず，supepptのclear　phaseを著明に延長するこ
と等と同様な観点から，筋収縮に当って，ATP分解は収縮
の必要条件であるが，十分条件でないと考える永井11）の見
解を麦持するものである。永井はこの点に関し，AMの物
理的性質に何等から変化を蒙るためと考えているようであ
る。このことは，著者の前冠りに示せる如き’AMの溶解性
に対するpyroとsalyrganの影響性の相異を示唆するも
のであり，またさらに，前歯2）の如き’AMの沈澱現象と
superpptの関係をも示唆するものである。
　以上の考察より，著者は前揺）に述べた見解，即ちSU－
perpp七の生起に関しては，　AMの等電沈澱は必要な一前提
条件であるが，さらにAM－ATPase活性との密接な関連
性をも有するものであることを強調したい。このことはま
た，逆にいえばATP分解は収縮の必要条件であるが十分
条件でないという前記永井11）の見解と同一のcathegory
に属するものといえよう。
　次に，本実験において見られたAM・ATPase活性の阻
害現象及びSuperpptの現象について少しく考察を試みる。
　pyroによるAM－ATPase活性の阻害は，　Fig．2に示す
如く第二次阻害曲線を示している。同様な実験は，先に渡
辺・殿村12）によって検討されており，条件において多少の
相異があるが，本成績は彼等の成績とpyro濃度及び阻害
様式等に関してよく一致している。また当教室の高橋1：S）
は著者とほぼ同じ：条件において，acto－H－meromyosinの
ATPase活性について同様な実験を行なっている。本成績
は彼の成績と直接比較は出来ないが，ATPase活性の阻害
濃度及び阻害様式は全く同じである。
　salyrganによるATPase活性の阻害は，　pyroの場合
と異なり，Fig．3の如き第一次阻害曲線を示している。
salyrganと同様にS且阻害剤によるATPase活性の阻害
については，先に麦倉3）がoxarsanによる影響をSuper－
pptと平行して詳細に．検討した。彼の成績と本成績を比
較すると，両者のATPase活性の阻害様式は少しく異な
り，oxarSanの場合は，第二次阻害曲線に近い状態を示し
ている。またsalyrganはoxarsanより低濃度で完全に
ATPase活ll生の阻害を示している。salyrgan及びoxarsan
は両者ともSH阻害剤としての作用は同一groupに属す
るにもかかわらずIJ「），　ATPase活性の阻害に対する濃度及
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び阻害様式等に相異を示すのは，両者の実験条件（pH）等の
相異の他にそれぞれの特異作用によるものと考えられる。
　訳に，superpPtの抑制に対するpyro及びsalyrgan作
用を特にclear　phaseについて比較してみる。実験成績に
おいて述べた如く，pyrQはclear　phaseを延長し，それ
はpyro濃度増加するとともに著明となるが，　salyrganに
はかような現象は認められない。
　他方，永井6）は筋収縮に当って，ATP分解を伴なう収
縮過程とATPに非特異的なplasticizing　actionによる
弛緩過程が同時に併起し，且つ筋収縮はこの二過程聞に行
なわれるsteady　state　cycleとして理解し得ることを
強調して居り，またメL山17）等はglycerol筋のderigor
〔dehysperesis）に対するpyro及びsalyrgan効果の機講
に関し，この見解に基づいて説明を加えている。superppt
のclear　phaseは一種のderigor過程と見られ18），従って
clear　phaseの長短は要するに上記収縮及び弛緩の二過程
の兼ね合いの結果として理解される。　しかしてpyroは
Weberi　9），：丸しL｛　Lio），　Mommaer七s21），石塚2：1）及び三者23）の
成績よりplasticizerとしてその作用のかなり強いことが
知られている。従って，pyroによるclear　phaseの延長
に関しては，先ずATPのplasticizing　actionに加うる
にpyroのpla．sticizing　actjonの寄与が考えられるとこ
ろである。しかし，またpyroは前述の如くATPase活性
を阻窪し，これはpyro濃度増加によって増強される。従
って，pyro濃度増加とともに収縮過程に対応するATP分
解は遅延される反面，tl．TPのplasticizing　ac七ionが延長
されることも容易に考えられる。Spicer24）はclear　phase
に対するpyroの影響を検討し，本実験条件とは多少の相
異があるが，著者と同様に，clear　phaseはpyroによっ
て延長されることを述べている。また彼はMg什による
clear　phaseの延長はpyroによって減少されることを認
め，これは，pyro－Mg　complex形成によるpH低下のため
と考えているようである。しかしながら，彼はMg”によ
るATPase活性の阻害はpyroによって弱められることを
認めており，この成績はまた著者25）のpyroによるATP－
ase活性の阻害がMg”により除去される成績と同様の
傾向を示すものである。これらの成績を考慮すれば，pyro
によるclear　phaseの延長は，　pyroのplasticizerとし
ての寄与よりは，むしろそのATPase活性阻害の結果と考
えるのがより妥当であろうと考える。
　以上の考察よりすれば，程度の差はあるがplasticizer
であり，且つATPas6活性を阻害するsalyrganによっ
てもclear　phaseの延長が見られる筈である。　しかるに
前述の如くかような現象は認められなかった。このことは
salyrganの性質によるものと考えられる。即ちPortzehli4）
はglycerol筋の伸展に対ずるATPのplasticizing　action
はsalyrganに長時聞前処置することによって弱められる
ことを認め，salyrganはglycerol筋にrigidの傾向をも，
たらすことを報告している。従って以上の成績に関しかよ
うなsalyrganの性質．についても考慮すべき’と考える。
　最：後に，前述せる如く，高salyrgan濃度において，　ATP
添加後一見aggregationの状態と思われる現象を認めた。
この現象はJ．一般のaggrega七ionの如く，　clear　phaseを
経過することなく，さらにこの現象の出現にはATP添加
後15分～1時聞の長時間を要する。またこの場合ATPase
活性はほとんど認められないにもかかわらず，pyroによ
って生ずることなく，．この点でATPに特異的であること
を思わせる。これ等の事実は，superpptの機構に関し，
ATP分解の意義及びsyneresisの前段階としてのclear
phase，　aggregationの意義を疑わしめるものとして重要
な問題を含むものである。しかしながらかかる現象を生ず
るsalyrgan濃度は前回1）によりAMの強い沈澱が生ずる
部位に相当すること及びSalyrganは前述の如く，条件に
よってはATPのplasti　cizing　actionを弱める作用を有
すること，さらにATP添加前のsalyrgan作用時聞に関
係なく生じ，従って，salyrganにより既に変性を受けて
いると考えられるA理1においても生じ得ること等より，現
在のところ一応syneresisの前段階としてのaggrega七ion
とは異なると考えるのが妥当であ．ると思われる。
　しかしながら，変性を受けていると思われるAMに対
して，ATPが特異的に作用する点或はこの条件下に極め
て僅少であるが（P：2．oγ／3　hours＞ATP分解がある二等は
無視され得ない亭実であり，さらにこの現実を解明するこ
とは上述の意味において極て重要であり今後の詳細な検討
が期待される。
摘 要
　pH　7．0，低塩濃度下，　pyrophosphate及びsalyrgan
によりAM－ATPase活性を阻害し，それと同時に生ずる
superprecipitationとの関係について検討しJ次の如き
成績を得た。
　1）AM－ATPase活1［生の阻害とsuperprecipitationの
抑制の聞には，ほぼ平行の関係がある。
　2）superprecipitationの生起に対しては，　AM－
ATPase活性が不可欠の条件であることを認めた。
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